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1 INTRODUCAO

Os nucleotideos de adenina ATP e ADP e o nucleosideo correspondente
adenosina sdo importantes moléculas envolvidas na regulacdo da resposta imune e
inflamatéria (BOURS et al., 2006). O ATP possui funcbes proé-inflamatérias como a
estimulacdo e a proliferacdo de linfécitos, sendo essencial para a liberacdo de
citocinas como a interleucina 2 (IL-2) e o interferon y (IFN-y) (BOURS et al., 2006).

A sinalizacao induzida pelo ATP extracelular correlaciona-se diretamente com
a atividade da NTPDase, enzima responsavel pela hidrélise de nucleotideos tri e
difosfatados, incluindo ATP e ADP, levando a formacdo de nucleotideos
monofosfatados (ZIMMERMANN et al., 2007). Tendo em vista que a atividade desta
enzima encontra-se alterada em linfocitos em diversas condi¢cdes patoldgicas,
sugere-se a sua avaliacdo como possivel indicador de altera¢cdes imunoldgicas, bem
como um importante alvo para estudos de compostos com potencial acéo
imunomoduladora.

O termo chalcona caracteriza uma familia de compostos possuindo como
nacleo fundamental o 1,3-diarilpropano, modificado pela presenca de uma ligacédo
olefinica, de um grupamento cetona e/ou de um grupo hidroxila (DIMMOCK et al.,
1999). As chalconas sé@o precursoras na via biossintética dos flavondides. Séo
encontradas na pigmentacdo amarela de vegetais, jA que constituem o nucleo
central de uma variedade de compostos biol6gicos importantes obtidos a partir de
plantas (DIMMOCK et al., 1999).

As chalconas apresentam um grande potencial terapéutico uma vez que
varios estudos tém demonstrado que estas moléculas possuem propriedades
analgésicas, antioxidantes, antibacterianas, antitumorais, antiinflamatérias e
imunossupressoras (LEBEAU et al., 2000).

Sendo assim, considerando a importancia da enzima NTPDase em processos
inflamato6rios e imunes, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de diferentes
chalconas na atividade dessa enzima em linfocitos de ratos, permitindo assim a
possivel identificacdo de compostos potencialmente Uteis na terapéutica de doencas
inflamatorias agudas e cronicas.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

2.1 Obtencao das chalconas
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Os derivados sintéticos das chalconas foram sintetizados na Universidade
Federal de Pelotas. As chalconas avaliadas nesse estudo foram as seguintes:
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2.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos, obtidos do Biotério da Universidade
Federal de Pelotas, mantidos em ambiente com temperatura (20 —24°C) e umidade
(40 — 60%) controladas, agua e alimento ad libitum e ciclos claro-escuro.

Os animais foram previamente anestesiados e submetidos a eutanasia.
Amostras de sangue total foram coletadas por punc¢éo cardiaca e os linfocitos foram
separados para a dosagem da atividade da NTPDase.

2.3 Determinagéo do efeito in vitro das chalconas na atividade da NTPDase

Os linfocitos foram isolados do sangue periférico coletado com EDTA através
de um gradiente de densidade (Ficoll-Histopaque). Apos a separacao dos linfécitos a
atividade enzimatica da NTPDase foi determinada através da quantificacdo do
fosfato inorganico liberado na reacdo (LEAL et al.,, 2005). As chalconas foram
diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) e introduzidas no ensaio enzimatico nas
concentracdes finais de 50, 100 e 200 puM.

2.4 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
utilizando o teste Post-Hoc de Duncan ao nivel minimo de 95% de significancia (P<
0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, in vitro, demonstraram que a chalcona 01 na concentracdo de 100
e 200 puM aumentou atividade NTPDase em linfécitos de ratos para os dois
substratos utilizados (ATP e ADP) (P<0,05) (Tabela 1 e 2). As chalconas 02 e 04
diminuiram a atividade da NTPDase em linfécitos em todas as concentracdes
avaliadas (50, 100 e 200 pM) quando ATP foi usado como substrato (P<0,05)
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(Tabela 1). A chalcona 03 também diminuiu a hidrélise do ATP, entretanto esse
efeito foi observado somente na maior concentracdo avaliada (200 puM) quando
comparado ao grupo controle (P<0,05) (Tabela 1).

Em relagdo a hidrolise do ADP, os resultados demonstraram que as chalconas 02
e 03 causaram uma diminuicdo na atividade da enzima na concentracdo de 200 uM,
enquanto que a chalcona 04 n&o teve efeito na hidrolise do ADP quando comparado
ao grupo controle (Tabela 2). Para excluir a interferéncia do solvente na atividade da
enzima, o DMSO também foi testado, e o resultados demonstraram que este
composto ndo altera a atividade da NTPDase em linfocitos (Tabela 1 e 2).

Tabela 1: Efeito in vitro das chalconas na atividade da NTPDase de linfécitos usando ATP como

substrato.
Atividade da NTPDase (Hidrolise ATP)
Grupos Chalcona 01 Chalcona 02 Chalcona 03 Chalcona 04
Controle 107, 74+6,18 107,54+6,1 140,82 £ 6,2 108,06 + 4,4
DMSO 114,05+8,7 114,05+8,7 158,76x10,4 106,56+10,5
50uM 121,77+10,4 52,80£1,67* 147,17 £ 10,5 76,89 £ 3,1*
100pM 158,28+14,9* 49,17+7,95* 160,36 £ 12,5 75,23 +0,8*
200uM 149,48+18,4* 38,84+8,21* 96,17 £ 9,3* 61,14+ 7,1*

*Diferente do controle (P<0,05).

Tabela 2: Efeito in vitro das chalconas na atividade da NTPDase de linfécitos usando ADP como

substrato.
Atividade da NTPDase (Hidrolise ADP)

Grupos Chalcona01 Chalcona02 Chalcona 03 Chalcona 04
Controle 48,24+6,21 48,24+6,21 156,58 + 5,6 94,05+ 12,2
DMSO 55,35+2,5 55,35+2,5 148,45+5,4 91,27+0,7
50uM 42,70+10,9 58,0949,9 141,34 + 22,2 96,60 + 3,6
100pM 125,25+10,1* 54,6316,2 111,94 + 12 87,47 £5,6
200puM 127,95+27,7* 38,8418,21* 96,31 + 11,2* 81,01+ 8,8

*Diferente do controle (P<0,05).

A enzima NTPDase hidrolisa tanto o nucleotideo ATP quanto o nucleotideo ADP.
Considerando que o ATP extracelular possui fungbes pro-inflamatorias, os
resultados obtidos neste estudo sugerem que o aumento da atividade da NTPDase
causado pela chalcona 01 poderia ser importante em diminuir os niveis de ATP
extracelular. Sendo assim, pode-se propor que as alteracbes na atividade da
NTPDase causada por este composto poderia contribuir para diminuir a resposta
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inflamatoria e imune e explicar a0 menos em parte a atividade antiinflamatoria
descrita para estes compostos. Por outro lado, as chalconas 02, 03, 04 inibiram a
atividade da NTPDase em linfocitos, esse efeito poderia levar um aumento nos
niveis de ATP extracelular contribuindo para a exarceba¢do de uma resposta imune
e inflamatoria.

4 CONCLUSAO

Esses resultados permitem concluir que as chalconas interferem in vitro na
sinalizagdo purinérgica em linfcitos de ratos. Os diferentes efeitos das chalconas na
atividade da NTPDase de linfocitos pode ser atribuido em parte a estrutura quimica
de cada uma delas. Os resultados obtidos para a chalcona 01 podem ser
importantes na busca de terapias que possam beneficiar pacientes com alteracdes
na resposta imune e inflamatéria. Entretanto, mais estudos s@o necessarios para
avaliar um possivel potencial terapéutico desses compostos relacionado com a
sinalizacdo induzida pelo ATP.
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